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Antikorper zur Identif izierung und/oder Isolierung von 
hamatopoetischen Stammzellen 

Die vorliegende Erfindung betrifft einen monoklonalen Antikor- 
per oder ein Fragment davon zur Isolierung und/oder Identifi- 
zierung von hamatopoetischen Stammzellen. 

Mit dem Begriff "Stammzelle" wird allgemein jede noch nicht 
ausdif f erenzierte Zelle bezeichnet, die die Fahigkeit besitzt f 
sowohl identische Nachkommen zu produzieren als auch sich in 
spezifische Entwicklungslinien zu dif f erenzieren . 

Adulte Stammzellen haben die Funktion, die Homoostase der 
Zellzahl in dem betreffenden Gewebe aufrechtzuerhalten, d.h., 



abgestorbene Zellen zu ersetzen. baher sind Stammzellen insbe- 
sondere in Geweben, die hohen Belastungen ausgesetzt sind, zu 
finden. Adulte Stammzellen sind in den verschiedensten Geweben 
und Organen gefunden worden, wie bspw. in KnochenmarJc, Gehirn, 
Leber, Haut, Darm, Hornhaut usw. 

Hamatopoetische Stammzellen erzeugen im Knochenmark fortlaufend 
rieue Zellen/ da diese - aufgrurid der limit ierten' Lebensdauer 
der meisten Zellen - standig im Blut benotigt werden. 

Ausgang der Blutbildung ist die pluripotente , undif f erenzierte 
hamatopoetische Stammzelle, die noch nicht fur eine spezielle 
Funktion determiniert ist. Bei der Dif f erenzierung von Stamm- 
zellen entstehen zunachst Vorstufen, die sich nicht selbst er- 
neuern konnen und nur einen spezialisierten Zelltyp zur Ausrei- 
fung bringen. Weder die pluripotente Stammzelle noch die ver- 
schiedenen Zwischenstuf en sind in der Lage, zellspezif ische 
hamatopoetische Funktionen zu erfiillen; dies vermogen erst die 
ausgereiften Zellen. Vorlauf erzellen , die einen bestimmten Dif- 
f erenzierungsweg eingeschlagen haben, halten diesen auch bis 
zur Reifung durch ( "commitment " ) . 

Da wie erwahnt hamatopoetische Stammzellen im Knochenmark fort- 
laufend neue Zellen erzeugen, koexistieren Stammzellen gleich- 
zeitig mit den Vorlauf erzellen im Knochenmark. Dort liegen die 
Zellen in einem komplexen Arrangement vor, weshalb es schwierig 
ist, seltene Zellen zu identif izieren . Stammzellen und deren 
direkte Nachkommen exprimieren einen nahezu identischen Phano- 
typ. Aus diesen Griinden ist es auch nicht moglich, eine ultima- 
tive Stammzelle allein durch sichtbare Merkmale zu identifizie- 
ren . 



Die Frequenz von Stammzellen im Knochenmark betragt 1 x 10~ 5 
bis 1 x 1(T 6 . Auflerdem sind die Stammzellen im betreffenden Ge- 
webe in der Regel weit verstreut, so daB sie schwer aufzufinden 
sind. 

Unter bestimmten Bedingungen teilen sich - wie oben erwahnt - 
hamatopoetische Stammzellen in Vorlauf erzellen, deren weitere 
Dif f erenzierung : teilweise bereits determiniert ist. : In Abhan- 
gigkeit von Art und Menge der vorliegenden Cytokine konnen die- 
se myeloiden und lymphoiden Vorlauf erzellen wiederum verschie- 
dene andere Vorlauf erzellen generieren, die jedoch nicht mehr 
dazu fahig sind, sich selbst zu erneuern. Beispiele fur Cytoki- 
ne , die die Hamatopoese regulieren, sind z.B. der Granulocyten- 
kolonie-stimulierende Faktor (G-CSF), der Makrophagenkolonie- 
stimulierende Faktor (M-CSF), mehrere Inter leukine , der Stamm- 
zellfaktor (SCF), Erythropoietin (EPO) etc. 

Urn das hamatopoetische ( blutbildende ) Potential von Stammzellen 
zu untersuchen, werden in Frage kommende menschliche Zellpopu- 
lationen in immundef iziente Mause (NOD/SCID-Mause ) transplan- 
tiert. Handelt es sich bei den transplantierten Zellen urn 
Stammzellen, dann ist neben der murinen auch eine menschliche 
Hamatopoese nachzuweisen . Dieses in-vi vo-Assay dient zur Cha- 
rakterisierung und Identif izierung von Stammzellen, und zwar 
indem die Nachkommenschaf t von einzelnen Zellen analysiert 
wird. 

Hamatopoetische Stammzellen besitzen vor diesem Hintergrund ein 
grofles therapeutisches Potential und werden bei Patienten mit 
einem geschwachten oder vollstandig zerstortem Immunsystem ein- 
gesetzt . 



Hamatopoetische Stammzellen konnen beispielsweise aus dem 
Knochenmark mittels FACS (fluorescence-activated cell sorter) 
gereinigt werden. Diese Reinigung hangt von der Anwesenheit von 
bestimmten Zelloberf lachenproteinen ab, die die hamatopoeti- 
schen Stammzellen und die Vorlauf erzellen von anderen Zellarten 
unterscheiden, und von der Abweseriheit von anderen Zelloberf la- 
chenproteinen auf den Stammzellen, wobei diese Proteine dann 
fur dif ferehzierte hamatopoetische ; Z.ellen c ha r akter i s t i s c h 
sind. Jedes der Oberf lachenproteine bindet einen unterschiedli- 
chen monoklonalen Antikorper, der jeweils mit einem unter- 
schiedlichen f luoreszierenden Farbstoff konjugiert ist, wodurch 
mittels FACS diese Zellen getrennt werden konnen. 

Insbesondere der Zelloberf lachenmarker CD34 ist in der Vergan- 
genheit verwendet worden, urn hamatopoetische Stammzellen zu 
isolieren . 

In letzter Zeit sind ferner Antikorper gegen das Antigen CD133 
geniitzt worden, urn hamatopoetische Stammzellen zu charakteri- 
sieren. Miraglia et al., "A novel f ive-transmembrane hemato- 
poietic stem cell antigen: isolation, characterization and mo- 
lecular cloning", Blood 90:5013-5021, (1997), konnten. von die- 
sem Antigen zeigen, daB es ein 120 kDa-Glycoprotein mit flinf 
Transmembran-Domanen ist, das nicht nur auf hamatopoetischen 
Stammzellen und deren Progenitoren, sondern auch auf neuronalen 
und endothelialen Stammzellen exprimiert ist. 

CD133 Antikorper werden neben den herkommlichen CD34 Antikor- 
pern fur die positive Selektion von hamatopoetischen Stamm- und 
Vorlauf erzellen im klinischen MaJ3stab eingesetzt. CD133 wird 
nur auf CD34 bright - ( hohe Fluoreszenz-Intensitat ) Stamm- und Vor- 



lauferzellen exprimiert. CD34 bright CD133 positive Zellen sind 
hauptsachlich negativ fiir andere erythroide Vorlauf erzellmarker 
wie beispielsweise CD36 und Glycophorin A. In CD133-positiven 
Fraktionen von menschlichem Knochenmark und peripherem Blut 
konnte neben Stammzellen, die im NOD/SCID-Mausmodell eine 
menschliche Hamatopoese induzierten, die Mehrzahl an Granu- 
locyten/Makrophagenvorlauf ern gefunden werden. 

Vor diesem Hintergrund ist es Aufgabe der vorliegenden 
Erfindung, einen neuen monoklonalen Antikorper bereitzustellen, 
mit dem selektiv hamatopoetische Stammzellen isoliert bzw. cha- 
rakterisiert werden konnen. 

Diese Aufgabe wird erf indungsgemaB durch einen monoklonalen An- 
tikorper oder ein Fragment davon gelost, wobei der Antikorper 
Oder das Fragment davon an ein gleiches Antigen bindet wie ein 
Antikorper, der von den bei der Deutschen Sammlung fiir Mikroor- 
ganismen und Zellkulturen (DSMZ) unter den Nummern DSM ACC2569, 
DSM ACC2566, DSM ACC2565 am 14,08.2002 und DSM ACC2551 am 
12.07.2002 nach dem Budapester Vertrag hinterlegten Hybridom- 
zellinien CUB1, CUB2 , CUB3 und CUB4 produziert wird. 

Die der Erfindung zugrunde liegende Aufgabe wird auf diese Wei- 
se vollstandig gelost. 

Die Erfinder konnten in eigenen Versuchen zeigen, daI3 es mit 
den neuen erf indungsgemaBen Antikorpern moglich ist f selektiv 
hamatopoetische Stammzellen zu isolieren und zu charakterisie- 
ren. Die neuen Antikorper erwiesen sich dariiber hinaus auch als 
in ahnlichem Ma/3e sensitiv wie ein Antikorper gegen CD133. 



Die Erfindung betrifft insbesondere monoklonale Antikorper oder 
Fragmente davon, die von den Hybridomzellinien CUB1, CUB2 , CUB3 
und CUB4 produziert werden. 

Die Erfinder konnten die Antikorper uberraschenderweise mit 
Hilfe des Antigens CDCP1 gewinnen. 

CDCP1 1st ein Plasmamembran-Prbteiri mit drei potentielien 
"CUB"-Domanen, Dieses sind Immunglobulin-ahnliche Domanen, die 
nach den Anf angsbuchstaben der er-sten drei identif izierten Mo- 
lekule mit solchen Domanen bezeichnet wurden. Von Proteinen mit 
solchen Domanen ist bekannt, daJ3 sie bevorzugt im Embryonalsta- 
dium und in friihen Entwicklungsstadien exprimiert werden. 

Das dieses Protein CDCP1 ( "CUB-domain containing protein") ko- 
dierende Gen wurde von Scherl-Mostageer et al., "Identification 
of a novel gene, CDCP1, overexpressed in human colorectal can- 
cer", Oncogene 20: 4402-4408, (2001) beschrieben. Diese Ar- 
beitsgruppe konnte zeigen, da!3 in Krebsarten bzw. Tumoren wie 
Darmkrebs und Lungenkrebs dieses Protein, bzw. dessen mRNA 
stark uberexprimiert ist. Aufgrund seiner dreidimensionalen 
Struktur wurde es als Transmembran-Protein mit drei CUB-Domanen 
im extrazellularen Raum identif iziert , von dem vorgeschlagen 
wurde, daB es insbesondere bei der Zelladhasion oder Interakti- 
on mit der extrazellularen Matrix beteiligt ist (siehe Scherl- 
Mostageer et al.). 

Einen Hinweis, daJ3 dieses Protein insbesondere auch auf primi- 
tiven hamatopoetischen Stammzellen im Knochenmark und periphe- 
ren Blut exprimiert wird, ist hier jedoch weder beschrieben 
noch nahegelegt. 



Im Rahmen der vorliegenden Erfindung kann statt des jeweils an- 
gesprochenen Antikorpers auch ein Fragment des Antikorpers ver- 
wendet werden, ohne da/3 dies jeweils ausdrucklich erwahnt wird. 
Unter "Fragment" wird dabei jedes Fragment des Antikorpers ver- 
standen, das die Antigenbindungsf unktion des Antikorpers beibe- 
halt. Solche Fragmente sind bspw. F ab , F (ab . )2 , F v und andere 
Fragmente wie z. B. CDR ("complementarity determining region", 
hypefvariable. Region) .-fragmente . Die gbriannten ^Fragmente wei- 
sen die Bindungsspezif itat des Antikorpers auf und konnen auch 
bspw. mit bekannten Verfahren rekombinant hergestellt werden. 

Die Erfinder konnten zeigen, daB es mit den gegen das Plasma- 
membran-Protein CDCP1 gerichteten Antikorpern unerwarteterweise 
moglich ist, selektiv hamatopoetische Stammzellen zu charakte- 
risieren und zu isolieren. 

Bei der Identif izierung der hamatopoetischen Stammzellen mit 
diesen neuen Antikorpern zeigte sich f daB die Antikorper eine 
bessere Selektivitat aufwiesen als Antikorper, die gegen CD34 
gerichtet sind, und daB sie ahnlich selektiv sind wie der gegen 
CD133 gerichtete Antikorper. 

Daher bieten die neuen Antikorper oder Fragmente derselben bei 
der Identif izierung oder Isolierung von hamatopoetischen Stamm- 
zellen vorteilhafte Alternativen zu dem CD34-Antik6rper . 

Solche monoklonalen Antikorper konnen nach herkommlichen Metho- 
den hergestellt werden (siehe Kohler und Milstein, "Continuous 
cultures of fused cells secreting antibody of predefined speci- 
fity", Nature 256:495-497, (1975)). Demnach wird ein Tier mit 
einem Antigen immunisiert, die Antikorper-produzierenden Zellen 
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aus dem Tier gewonnen und diese Antikorper-produzierenden Zel- 
len mit einer immortalen Zellinie fusioniert. Die resultieren- 
den Hybridomzellinien werden danach gescreent, ob sie in der 
Lage sind f einen Antikorper gegen das Antigen zu produzieren, 
das fur die Immunisierung eingesetzt wurde. 

Die erf indungsgemaBen Antikorper ermoglichen es jetzt auch, 
weitere : Antikorper her zusteilen, die an das gleiche Antigen 
binden. Durch die erf indungsgemaBen Antikorper ist es moglich, 
die entsprechenden Antigenstrukturen mit allgemein bekannten 
Verfahren zu isolieren und weitere monoklonale Antikorper gegen 
die gleichen Antigenstrukturen zu entwickeln, wobei auch hier 
die bekannten Verfahren Anwendung finden. 

Die Erfindung betrifft ferner Hybridomzellinien, die die Fahig- 
keit aufweisen, derartige Antikorper zu produzieren und freizu- 
setzen, und insbesondere die Hybridomzellinien CUB1, CUB2 , CUB3 
und CUB4 . 

Die Erfinder haben mit den neuen Antikorpern erstmals monoklo- 
nale Antikorper sowie diese produzierende und freisetzende Hy- 
bridomzellinien bereitgestellt , die eine gezielte Erkennung von 
hamatopoetischen Zellen ermoglichen, die das Antigen CDCP1 ex- 
primieren. Die Antikorper stellen somit ein bisher einzigarti- 
ges und vielseitig einsetzbares Mittel fiir den Arzt und For- 
scher dar f urn einerseits derartige Zellen nachzuweisen und urn 
andererseits diese Zellen ggf. zu manipulieren, entweder durch 
die Antikorper selbst Oder durch daran gekoppelte Reagenzien. 

Die Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur Isolierung 
und/oder Identif izierung von hamatopoetischen Stammzellen, mit 
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einem Antikorper oder einem Fragment davon, wobei der Antikor- 
per oder das Fragment davon an ein gleiches Antigen bindet wie 
ein Antikorper , der von den bei der DSMZ unter den Nummern DSM 
ACC2569, DSM ACC2566, DSM ACC2565.am 14.08.2002 und DSM ACC2551 
am 12.07.2002 nach dem Budapester Vertrag hinterlegten Hybri- 
domzellinien CUB1, CUB2 , CUB3 und CUB4 produziert wird. 

Mit dem erf indungsgemaBen Verfahren 1st es moglich, gezielt /und 
selektiv hamatopoetische Stammzellen zu identif zieren und/oder 
zu isolieren, insbesondere Zellen innerhalb der CD34 +bright - 
Population . 

In einer weiteren Ausf iihrungsf orm wird bei dem erf indungsgema- 
Ben Verfahren ein Antikorper oder ein Fragment von einem Anti- 
korper verwendet, der von den Hybridomzellinien CUBl f CUB2, 
CUB3 und CUB4 produziert wird. 

Die Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur Isolierung von 
hamatopoetischen Stammzellen mit einem Antikorper, mit den fol- 
genden Schritten: 

(a) in Verbindung bringen einer Probe einer Zellsuspen- 
sion, die hamatopoetische Stammzellen enthalt, mit 
dem neuen monoklonalen Antikorper, oder einem Frag- 
ment davon, und 

(b) Isolieren der mit dem neuen monoklonalen Antikorper 
oder der mit dem Fragment davon verbundenen Zellen 
von den Zellen, die diesen neuen monoklonalen Anti- 
korper, oder das Fragment davon, nicht binden. 
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Weiterhin betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Identifizie- 
rung von hamatopoetischen Stammzellen mit einem Antikorper, mit 
den folgenden Schritten: 

(a) in Verbindung bringen einer Probe einer Zellsuspen- 
sion, die hamatopoetische Stammzellen enthalt, mit 
dem neuen monoklonalen Antikorper, oder einem Frag- 
ment davon, und : . : : . ' 

(b) Identif izieren der Zellen, die an den neuen monoklo- 
nalen Antikorper, oder ein Fragment davon, binden in 
der Probe. 

Das in Verbindung bringen einer Zellmischung mit dem Antikorper 
kann dabei in Losung vollzogen werden, wie es bspw. bei Anwen- 
dung eines Durchf luJ3zytometer (= fluorescent-activated cell 
sorter (FACS)) der Fall ist. 

Allgemein dargestellt, werden bei der Durchf luflzytometrie Zel- 
len mit Antikorpern beladen, die einerseits spezifisch fur ein 
Oberf lachenmarker und andererseits mit einem Fluoreszenzf arb- 
stoff gekoppelt sind. Diejenigen Zellen, die Marker-positiv 
sind, fluoreszieren, wahrend die negativen Zellen dunkel blei- 
ben. Es kann also festgestellt werden, welcher Anteil einer 
Zellpopulation Marker-positiv ist. Gleichzeitig erlaubt ein 
Durchf luBzytometer , die GroJ3e und Granularitat von Zellen zu 
erf assen . 

Eingesetzt werden kann auch ein Verfahren zur magnetischen 
Zellseparation (MACS, magnetic cell sorting). Bei diesem Ver- 
fahren werden die Zellen mit magnetischen Beads markiert, wobei 
diese Beads bspw. an die Antikorper gekoppelt sein konnen. 



Ferner kann das in Verbindung bringen auch dadurch durchgef uhrt 
werden, daB der monoklonale Antikorper an einem Trager immobi- 
lisiert wird, wie es bspw. bei der Saulenchromatographie der 
Fall ist. 

Die Zellsuspension kann irgendeine Losung mit Knochenmarkzel- 
len, Blut- oder Gewebezellen sein. 

Nach Mischen der Zellsuspension mit dem Antikorper binden die- 
jenigen Zellen den Antikorper, die das Antigen CDCP1 exprimie- 
ren, woraufhin diese Zellen von den Zellen, die keinen Antikor- 
per gebunden haben, nach den beschriebenen Verfahren identifi- 
ziert und/oder isoliert werden konnen. 

Die auf diese Weise isolierten hamatopoetischen Stammzellen 
konnen dann dazu eingesetzt werden, urn durch Transplantation 
bei immunsupprimierten oder immundef ekten Patienten eine Repo- 
pularisierung des Knochenmarks zu bewirken. 

Die Erfindung betrifft ferner die Verwendung der neuen Antikor- 
per, oder Fragmenten davon, zur Isolierung und/oder Identifi- 
zierung von hamatopoetischen Stammzellen. 

Weiterhin betrifft die Erfindung die Verwendung des Proteins 
CDCP-1 und/oder der Nukleinsaure , die das Protein CDCP-1 ko- 
diert, zur Herstellung von Antikorpern oder Fragmenten davon 
zur Isolierung und/oder Identif izierung von hamatopoetischen 
Stammzellen . 
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Die Erfindung betrifft ferner eine pharmazeutische Zusammenset- 
zung enthaltend zumindest einen neuen Antikorper oder Fragmente 
davon . 

Zusatzlich zu dem Antikorper f der den Wirkstoff der Zusammen- 
setzung darstellt, kann diese Zusammensetzung auch geeignete 
Puffer, Verdiinnungsmittel oder Additive enthalten. Geeignete 
Puffer schlieflen bspw.. Tris-HCl, Glycin und Phosphat mit" ein> 
geeignete Verdiinnungsmittel bspw. waBrige NaCl-, Lactose- , Man- 
nitol- Losungen. Geeignete Additive schlieJ3en bspw. Detergenti- 
en, Losungsmittel, Antioxidantien und Konservierungsstof f e mit 
ein. Eine Ubersicht der fur derartige Zusammensetzungen ver- 
wendbaren Substanzen ist z.B. gegeben in: A. Kibbe, "Handbook 
of Pharmaceutical Excipients", 3. Ed. f 2000 , American Phar- 
maceutical Association and Pharmaceutical Press. 

Die Erfindung betrifft ferner ein Kit, das zumindest einen neu- 
en Antikorper oder Fragmente davon enthalt. 

Weitere Vorteile ergeben sich aus den beigefiigten Figuren und 
der Beschreibung. 

Es versteht sich, daJ3 die vorstehend genannten und die nachste- 
hend noch zu erlauternden Merkmale nicht nur in der jeweils an- 
gegebenen Kombination, sondern auch in Alleinstellung oder in 
anderen Kombinationen verwendet werden konnen, ohne den Rahmen 
der vorliegenden Erfindung zu verlassen. 

Ausf uhrungsbeispiele sind in den beigefiigten Zeichnungen 
dargestellt und werden in der Beschreibung naher erlautert. Es 
zeigen : 
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Fig. la die Reaktivitat der erf indungsgemaBen Antikorper mit 
Wildtypzellen; 

Fig. lb die Reaktivitat der erf indungsgemaBen Antikorper mit 
Transf ektanten; 

Fig. 2a die Koexpression von CD34 und CDCP1 auf Knochenmark- 
Z^llpopulationen (Mar kierung der Zellen mit CD34- 
FITC) und CDCP1-PE (CUB1)); 

Fig. 2b die Darstellung von Knochenmarkzellen im Plot CD34 
versus CD38 und die M Gate"-Setzung urn die Stammzell- 
population (Markierung von Kochenmark-Zell- 

populationen mit CD38-FITC, CDCP1-PE, CD34-PerCP und 
CD133-APC); und 

Fig. 2c die Koexpression von CDCP1 und CD133 auf CD34VCD38" 
Knochenmark-Stammzellen . 

Beispiel 

Herstelluna von Transf ektanten 

Ausgehend von dem Klonierungsvektor pBluescript II SK(+), in 
den der kodierende Bereich von humanem CDCP1 kloniert wurde 
(erhalten von Boehringer Ingelheim/Wien) , wurde die kodierende 
Sequenz in einen pRK-Vektor (PharMingen, San Diego f USA) umklo- 
niert und dabei C-terminal ein funff aches myc-Epitop (13 Ami- 
nosauren des c-myc Proteins) angehangt. Die pRK-CDCPl-myc5 DNA 
wurde zusammen mit einem Puromycinresistenzplasmid (pSVpacAp: 
de la Luna et al., "Efficient Transformation of mammalian cells 
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with constructs containing a puromycin-resistance marker", 
Gene, 62( 1): 121-126, 1988) nach der CaCl 2 -Methode in NIH-3T3 
Maus-Zellen kotransf iziert . 

Nach Klonierung einzelner puromycinresistenter Zellen wurde die 
Expression des CDCDPl-mycS Proteins in den transf izierten Zel- 
len durch Western-Blot mittels eines anti-myc Antiserums nach- 
gewiesen. AnschlieBend wurde der Klon NIH-3T37huCDCPl ausge- 
wahlt . 

Immunisieruna 

Zwei Balb/c-Mause wurden nach Standardprotokoll vier Mai mit 
ca. 5 - 10 x 10 6 NIH-3T3/huCDCPl Zellen intraperitoneal immuni- 
siert. Drei bis vier Tage nach der letzten Immunisierung wurde 
die Milz entnommen und die Milzzellen mit SP2/0 Myelomzellen 
nach Standardprotokoll fusioniert. Die Zellkulturiiberstande von 
wachsenden, HAT-resistenten Hybridomzellen wurden sowohl auf 
der Transf ektanten als auch auf den Wildtypzellinien (NIH-3T3) 
mittels FACS-Analyse getestet. 

Uberstande, die selektiv mit der Transf ektanten, nicht jedoch 
mit der Wildtypzellinie NIH-3T3 reagierten, wurden als spezi- 
fisch fur CDCP1 gewertet. Die entsprechenden Hybridomzellen 
wurden kloniert (limiting dilution) und positive Klone selek- 
tiert. Es wurden vier Klone erhalten (CUB1, CUB2, CUB3, CUB4 ) , 
die selektiv mit NIH-3T3/huCDCPl Zellen reagierten (Isotypen: 
ein IgG2b [CUB1], drei IgG2a [CUB2-4]). 

In Fig. la wird durch die Histogramme gezeigt, da/3 die vier An- 
tikorper nicht mit der Wildtypzelle reagieren. In Fig. lb sind 
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Histogramme dargestellt, in denen die Reaktivitat der vier An- 
tikorper CUB1, CUB2 , CUB3 und CUB4 mit der Transf ektanten durch 
jeweils den zweiten, dunklen Peak klar wiedergegeben ist. 

Untersuchunq der Reaktivitat der Antikorner auf peripheren 

Blutzellen 

Zuriachst wurde die Reaktivitat der Antikcirper auf peripheren 
Blutzellen getestet. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind 
in der fol 9 enden Tabelle 1 dargestellt. 

Tabelle 1: Reaktivitat des CDCPl-spezif ischen Antikorpers CUB1 
auf peripheren Blutzellen 



Zelltyp 


Reaktivitat 


T-Lymphozyten ( CD3 + ) 




B-Lymphozyten ( CD2 0 + ) 




NK-Zellen (CD56+) 




Monozyten ( CD14 + ) 




Neutrophile Granulozyten (CD15 + ) 




Eosinophile Granulozyten (Siglec-8 + ) 




Basophile Granulozyten (CD203c + ) 




Ertythrozyten (CD2 35a + ) 




Thrombozyten ( CD6 1 + ) 
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Es zeigte sich, dart CD3 + T-Lymphocyten, CD20+ 
B-Lymphocyten, CD56 + NK-Zellen, CD14 + Monocyten, neutrophile 
Granulocyten, Siglec-8 + eosinophile Granulocyten, CD235a + 
Erythrocyten und CD61 + Thrombocyten negativ flir CDCP1 waren. 

In der folgenden Tabelle 2 sind die Ergebnisse der Reaktivitat 
der Antikorper auf verschiedene Zellinien, die in der Waage- 
rechten auf gef iihrt sind > dargestelit V Die vier getesteten Anti- 
korper CUB1 bis CUB4 sind in der Senkrechten auf gef iihrt. 

Tabelle 2: Reaktivitat der CDCPl-spezif ischen Antikorper CUB1, 
CUB2, CUB3 und CUB4 auf verschiedene Zellinien 





CD34- 
Tf* 


CD133- 
Tf* 


K-562 


WERI-RB-1 


BV-173 


HEL 


HL^60 


KU-812 


Hep-G2 


MOLT-4 


CUB1 






+ 
















CUB 2 






+ 
















CUB 3 






+ 
















CUB 4 






+ 

















*Tf = Transf ektante 



(Beschreibung der Zellinien: 

K-562: Erythroleukamie; WERI-RB-1: Retinoblastom; BV-173: Pro- 
B-Zellen Leukamie; HEL: Erythroleukamie; HL-60: promyelozyti- 
sche Leukamie; KU-812: basophile Leukamie; HepG2 : hepatozellu- 
lares Karzinom; MOLT-4: T-Lymphocytare Leukamie). 
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Es zeigte sich, dafl bis auf K-562 alle getesteten Zellinien ne- 
gativ fiir CDCP1 waren. Scherl-Mostageer et al. zeigten bereits, 
daJ3 CDCP1 mRNA von K-562 , einer erythroleukamischen Zellinie, 
exprimiert wird. 

Untersuchung der Reaktivitat der Antikorper auf Knochenmarkzel- 
len 

Anschliefiend wurde die Reaktivitat des Antikorpers mit Knochen- 
mark-Zellpopulationen untersucht. Es stellte sich heraus, daJ3 
CDCP1 exklusiv auf CD34 + Staramzellen exprimiert ist und nicht 
auf anderen Populationen (siehe Fig. 2a). Die mittels FACS sor- 
tierte CDCP1 + Fraktion enthielt fast ausschlieftlich unreife 
Blasten und unreife Kolonien: CFU-GM ("colony-forming unit- 
granulocyte macrophage"), BFU-E ("burst-forming unit- 
erythroid") CFU-GEMM ("Colony-forming Unit Granulocyte- 
Erythroid-Makrophage-Megakaryocyte" ) . 

In Fig. 2b und 2c sind die Ergebnisse einer Vierf arbenanalyse 
von Knochenmarkzellen dargestellt. . 

Fiir die Durchfiihrung der Vierf arbenanalyse wurden die Zellen 
mit folgenden Antikorperkon jugaten markiert: CUB1-PE 
(Phycoerythrin) , CD133-APC ( Allophycocyanin ) , CD38-FITC 
(Fluoreszin Isothiocyanat ) , CD34-PerCP (Peridin Chlorophyll A 
Protein) . 

Im Plot der Fig. 2b ist CD34 gegen CD38 aufgetragen. Stammzel- 
len findet man in der seltenen CD34 + /CD38"-Fraktion (Terstappen 
und Huang "Analysis of bone marroy stem cell", Blood Cells 
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20(1): 45-61, 1994). Im Plot der Fig. 2b wurde urn diese Popula- 
tion ein Fenster ( 11 R2 11 ) gesetzt. 

Im Plot der Fig. 2c ist CDCP1 gegen CD133 aufgetragen. Hier 
sind die Zellen dargestellt, die im Fenster "R2" des Plots aus 
Fig. 2b zu sehen sind. Fig. 2c zeigt, daJ3 im Wesentlichen alle 
CD34 + /CD38"-Stammzellen CDCP1 und CD133 koexprimieren . 

In weiteren Versuchen konnten die Erfinder nachweisen, daJ3 sich 
nach einer Transplantation von CDCPl-positiven Zellen in 
NOD/SCID-Mause nach 6 Wochen menschliche CD45 + Zellen im Kno- 
chenmark der Mause gebildet hatten. (CD4 5 + ist ein Marker fur 
hamatopoetische Zellen.) Somit besitzen die mittels der neuen 
Antikorper isolierten Zellen erwiesenermafien die Eigenschaft 
zur Hamatopoese. 

Diese Daten zeigen daher zusammengef aJ3t , da/3 CDCP1 ein neuer 
Marker fur hamatopoetische Stammzellen ist. Mittels des erf in- 
dungsgemaflen Antikorpers gegen diesen Marker konnen CDCPl- 
exprimierende Stammzellen einfach selektiert und anschliefiend 
bspw. zur Repopularisierung transplantiert werden. Dem erfin- 
dungsgemafien Antikorper kommt demnach eine auBerst wichtige Be- 
deutung bei der Selektion von hamatopoetischen Stammzellen zu, 
er stellt eine ausgezeichnete Alternative gegeniiber den fiir ei- 
ne Stammzellselektion gelaufigen Markern CD133 und CD34 dar. 



Patent anspruche 



Monoklonaler Antikorper Oder Fragmente davon zur Isolie- 
ru'ng uhd/oder Identif izieriihg von hamatbpoetischen ; Stamm- 
zellen, dadurch gekennzeichnet , daB der Antikorper oder 
ein Fragment davon an ein gleiches Antigen bindet wie ein 
Antikorper, der von den bei der Deutschen Sammlung fur Mi- 
kroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) unter den Nummern 
DSM ACC2569, DSM ACC2566, DSM ACC2565 am 14.08-2002 und 
DSM ACC2551 am 12.07.2002 nach dem Budapester Vertrag hin- 
terlegten Hybridomzellinien CUB1, CUB2 , CUB3 und CUB4 pro- 
duziert wird. 

Monoklonaler Antikorper oder Fragment davon nach Anspruch 
1, dadurch gekennzeichnet, daB der Antikorper von der Hy- 
bridomzelline CUB1 produziert wird f die bei der DSMZ unter 
der Nummer DSM ACC2569 hinterlegt ist. 

Monoklonaler Antikorper oder Fragment davon nach Anspruch 
1, dadurch gekennzeichnet, dafl der Antikorper von der Hy- 
bridomzelline CUB2 produziert wird, die bei der DSMZ unter 
der Nummer DSM ACC2566 hinterlegt ist. 

Monoklonaler Antikorper oder Fragment davon nach Anspruch 
1, dadurch gekennzeichnet, daB der Antikorper von der Hy- 
bridomzelline CUB3 produziert wird, die bei der DSMZ unter 
der Nummer DSM ACC2565 hinterlegt ist. 



Monoklonaler Antikorper oder. Fragment davon nach Anspruch 
1, dadurch gekennzeichnet , daJ3 der Antikorper von der Hy- 
bridomzelline CUB4 produziert wird, die bei der DSMZ unter 
der Nummer DSM ACC2551 hinterlegt ist. 

Hybridomzellinie, dadurch gekennzeichnet, da£ sie einen 
Antikorper nach einem der Anspruche 1 bis 5 produziert. 

Verfahren zur Isolierung und/oder Identif izierung von 
hamatopoetischen Stammzellen mit einem Antikorper oder ei- 
nem Fragment davon, dadurch gekennzeichnet, daB ein Anti- 
korper oder ein Fragment davon verwendet wird, der an ein 
gleiches Antigen bindet wie ein Antikorper, der von den 
bei der DSMZ unter den Nummern DSM ACC2569, DSM ACC2566, 
DSM ACC2565 am 14.08.2002 und DSM ACC2551 am 12.07.2002 
hinterlegten Hybridomzellinien CUB1, CUB2, CUB3 und CUB4 
produziert wird. 

Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB ein 
Antikorper verwendet wird, der von den bei der DSMZ unter 
den Nummern DSM ACC2569, DSM ACC2566, DSM ACC2565 am 
14.08.2002 und DSM ACC2551 am 12.07.2002 hinterlegten Hy- 
bridomzellinien CUB1, CUB2, CUB3 und CUB4 produziert wird. 

Verfahren zur Isolierung von hamatopoetischen Stammzellen 
mit einem Antikorper, mit den folgenden Schritten: 

(a) in Verbindung bringen einer Probe einer Zell- 
suspension, die ' hamatopoetische Stammzellen 
enthalt, mit einem monoklonalen Antikorper nach 
einem der Anspruche 1 bis 5 oder einem Fragment 
davon, und 



(b) Isolieren der mit dem monoklonalen Antikorper 
oder dem Fragment davon verbundenen Zellen von 
den Zellen, die diesen Antikorper oder das 
Fragment davon nicht binden. 

Verf ahren zur I dent if izierung von hamatopoetischen Stamm- 
zellen mit einem Antikorper, mit den folgenden Schritten: 

(a) .in Verbindung .bringen einer Probe einer Zell- 

suspension, die hamatopoetische Stammzellen 
enthalt , mit einem monoklonalen Antikorper nach 
einem der Anspruche 1 bis 5 oder einem Fragment 
davon, 

(b) Identif izieren der mit dem monoklonalen Anti- 
korper oder dem Fragment davon verbundenen Zel- 
len in der Probe. 

Verwendung von Antikorpern nach einem der Anspruche 1 bis 
5 oder Fragmenten davon zur Isolierung und/oder Identifi- 
zierung von hamatopoetischen Stammzellen. 

Verwendung des Proteins CDCP-1 und/oder der Nukleinsaure , 
die das Protein CDCP-1 kodiert, zur Herstellung von Anti- 
korpern oder Fragmenten davon zur Isolierung und/oder 
Identif izierung von hamatopoetischen Stammzellen. 

Pharmazeutische Zusammensetzung enthaltend zumindest einen 
monoklonalen Antikorper nach einem der Anspruche 1 bis 5 
oder Fragmente davon. 

Kit, enthaltend zumindest einen monoklonalen Antikorper 
nach einem der Anspruche 1 bis 5 oder Fragmente davon. 



22 



Zusammenf as sung 

Die Erfindung betrifft monoklonale Antikorper oder Fragmente 
davon zur Isolierung und/oder Identif izierung von hamatopoeti- 
schen Stammzellen. Die Antikorper oder Fragmente davon binden 
dabei an ein gleiches Antigen wie ein Antikorper, der von den 
bei der DSMZ unter den Nummern DSM ACC2569, DSM ACC2566, DSM 
' ACC2565 am 14 . 08 . 2002 und DSM' ACC2 551 am 12 .07 . 2002 hinte^leg- 
ten Hybridomzellinien CUB1, CUB2 , CUB 3 und CUB4 produziert 
wird. 
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